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k57 Resumen:
Procedimiento de activación microbiológica en la fi-
jación de nitrógeno.
Un procedimiento en el que a partir de cultivos celu-
lares de microorganismos fijadores de nitrógeno se
cultivan en incubadoras orbitales utilizando como
sustrato un medio de cultivo, que contenga una con-
centración salina y un azúcar, al que se añade hierro
en forma reducida, alcanzando un pH de alrededor
de 7,4, teniéndolo a una temperatura de al menos
30◦C, una velocidad ḿınima de 160 rpm y durante
un tiempo superior a 160 horas. Otra alternativa es
sumergir los cultivos celulares en el medio de cultivo
durante al menos 50 horas y a una temperatura al-
rededor de 30◦C.
La aplicación de este procedimiento: como culti-
vos de microorganismos, los de los géneros Azoto-
bacter y/o de Azospirillum; para la biośıntesis de
aminoácidos, tales como ácido glutámico, metio-
nina y lisina, para la biośıntesis de protéınas, para
la biośıntesis de alginatos y para la obtención de bio-
fertilizantes.
Aviso: Se puede realizar la consulta prevista por el art◦ 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Estado de la técnica. Antecedentes
Los microorganismos fijadores de N2 at-
mosférico del género Azotobacter y Azospirillum
se emplean como fertilizantes nitrogenados en cul-
tivos de interés agŕıcola como el máız, trigo, pa-
tata, arroz, remolacha, tabaco, lino, avena, zana-
horia, repollo, tomate y otros (Pat. N◦ 554.728,
1986).
Además de ser útiles como biofertilizantes es-
tos microorganismos están capacitados para sin-
tetizar sustancias activadoras del crecimiento ve-
getal como las fitohormonas (citoquininas, auxi-
nas, ...). (Pat. N◦ 545.692, 1985).
Variantes de estos microorganismos son de in-
terés industrial por su capacidad para sintetizar
protéınas y amoniácidos esenciales para la alimen-
tación, (Pat. N◦ 475.500, 1978, Pat N◦ 502.988,
1981). Algunos de estos mutantes de Azotobacter
están capacitados también para sintetizar muco-
polisacáricados de alto poder gelificante como los
alginatos (Pat N◦ 491.783, 1980 y Pat N◦ 547.927,
1985).
El empleo de hierro reducido en el cultivo
de microorganismos para la industria o la agri-
cultura (biofertilizantes) no ha sido investigado
quizás por tratarse de un producto insoluble en
agua.
En el estudio bibliográfico realizado ha con-
firmado que este procedimiento todav́ıa no ha
sido estudiado y no se refleja en ninguna pa-
tente ni publicación de ningún tipo. Conside-
rando únicamente como antecedentes de la in-
vención los siguientes:
– “Método de obtención de protéınas y
amoniácidos esenciales para la alimen-
tación, por tratamiento electónico de mi-
croorganismos fijadores de N2. Pat 475.500
(1975).
– “Procedimiento de obtención de mucopoli-
sacáridos mediante mutantes espećıficos de
Azotobacter”. Pat. 491.783 (1980).
– “Procedimiento de obtención de un poli-
sacárido de gran transparencia producido
por un mutante de Azotobacter vinelandii”.
Pat. N◦ 545.927 (1985).
– “Procedimiento de obtención de un factor
de crecimiento a partir de células de estirpes
silvestres de Azotobacter. Pat. N◦ 545.692
(1985).
– “Procedimiento de obtención de un mutante
de Azotobacter vinelandii capaz de fijar N2
en el suelo en concentraciones superiores a
las estirpes silvestres conocidas”. Pat. N◦
554.728 (1986).
Descripción de la invención
Los cultivos celulares de los microorganismos
fijadores de N2 se cultivan en incubadoras orbi-
tales con una temperatura alrededor de 30◦C y
a una velocidad de aproximadamente 160 r.p.m.
durante al menos 160 horas, preferiblemente so-
bre 168 horas, o en cultivos sumergidos durante














Los medios de cultivo para el crecimiento de
microorganismos fijadores de N2 utilizan SO4Fe o
Cl2Fe que proporcionan el hierro imprescindible
para la enzima nitrogenasa.
La sustitución del hierro ionizado por el hie-
rro reducido da lugar a un mayor potencial de re-
ducción por aportar mayor número de electrones
por átomo de hierro, acelerando y catalizando la
fijación de N2 y por consiguiente todo el sistema
metabólico de las células.
Potencial REDOX
Fe =⇒ Fe+3 + 3e− -0,04 V
Fe+2 =⇒ Fe+3 + 1e− +0,76 V
– Aumento del poder reductor (3e−) (-0,04 V)
del fe0 frente al Fe+2 (1e−) (+ 0,76 V)
– La concentración óptima, estu-
diada después de investigar los gradientes
del hierro reducido, fueron de 6 mg por 100
ml de medio de cultivo.
– El primer aminoácido sintetizado por las es-
tirpes de Azotobacter y Azospirillum es el
ácido glutámico que al emplear hierro redu-
cido en lugar de hierro ionizado se triplica
su producción.
– Al utilizar la turba como soporte de los mi-
croorganismos fijadores de N2 para su em-
pleo como Biofertilizantes se puede añadir
también el hierro pulverizado y reducido en
lugar del hierro ionizado para aumentar el
rendimiento en la producción de nitrógeno
orgánico. Para ello conviene homogeneizar
lo mejor posible la turba con el hierro re-
ducido para facilitar el contacto de éste con
las células fijadoras de N2.
Método de realización
Las estirpes de Azotobacter (vinelandii) y
Azospirillum son inoculadas en un medio sólido
con agar-agar al 1,5% con la siguiente concen-
tración salina:
KH2PO4 −→ 0,2 g/l
K2HPO4 −→ 0,8 g/l
MgSO4. 7 H2O −→ 0,2 g/l
CaSO4 −→ 0,05 g/l
FeSO4 −→ 6 mg/l
Na2MoO4. 2 H2O −→ 1 mg/l
Además de esta concentración salina se añadió
el sustrato de sacarosa al 1,6%. El pH inicial del
medio de cultivo era de 7,4. (En lugar de la sa-
carosa se puede emplear otro azúcar, aunque los
resultados no son tan óptimos).
En los medios de cultuvo con hierro reducido,
marca Merck de una pureza del 99,5%, se susti-
tuyo el Fe ionizado en forma de FeSO4 anhidro
por 6 mg por cien ml de hierro cero. Se inicia
el método sembrado en superficie en este medio
solidificado, bien en tubos inclinados o en placas
Petri, las diferentes estirpes de Azotobacter (vi-
nelandii y chroococcum) y de Azospirillum brasi-
lense.
Las estirpes seleccionadas para estas pruebas
fueron las siguientes:
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1. Azotobacter vinelandii 25APV
2. Azotobacter vinelandii 382DSM y Azospiri-
llum brasilense 590CECT.
3. Azotobacter vinelandii24APV y Azospiri-
llum brasilense 40AM.
4. Azotobacter vinelandii 382DSM
5. Azotobacter vinelandii 22APV
6. Azotobacter chroococcum 203CECT
Las siglas corresponden al número de la es-
tirpe y al centro de colección de la cual proce-
den. Aśı, CECT (colección Española de Cultivos
Tipo), DSM (deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen) APV y AM (Colección de la Unidad
de Microbioloǵıa Aplicada del Centro de Investi-
gaciones Biológicas).
Después de sembrar estos microorganismos fi-
jadores de N2 en medio sólido se incubaron du-
rante 48 horas a 28◦C en una estufa de cultivos.
Una vez cultivadas en medio sólido se inocu-
laron en matraces con el mismo medio de cul-
tivo ĺıquido (sin agar -agar) en matraces esteri-
lizados en autoclaves a 110◦C durante 30’ y a 2
atmósferas de presión. Los matraces eran de una
capacidad de 300 ml y conteńıan 100 ml de medio
de cultivo. Después de sembrados se mantuvieron
durante 168 horas a 30◦C y 160 r.p.m. en un in-
cubador orbital (New Brunswick Scientific G24
Enviromental Incubator Shaker).
Las células se separaron del ĺıquido metabólico
por centrifugación a 10.000 r.p.m. durante 20 mi-
nutos para desecarlas y determinar el peso seco.
El ĺıquido metabólico se analizó para estudiar la
cantidad de nitrógeno fijado y el contenido de los
aminoácidos formados. La concentración de amo-
nio y de amoniácidos se determinó con un Autoa-
nalizador de Aminoácidos marca Biotronik, Mo-
delo LC7000.
Posteriormente se incubaron las estirpes selec-
cionadas en cultivos sumergidos con fermentado-
res de 2 l de capacidad y 1.1. de medio de cultivo.
A través de estos fermentadores pasamos 160
l/h de aire estéril (esterilizado por filtros Millipore
de 0,45 µm de poro previamente esterilizados en
autoclave a 110◦C durante 30’).
La composición, el pH y la temperatura eran
iguales que en los matraces cultivados anterior-
mente, sin embargo el tiempo de incubación era
sólo de 52 horas porque es cuando se alcanza el
mayor peso seco de las células y el punto óptimo
en fijación de N2.
El estudio en fermentadores se hizo también
por duplicado para estudiar el efecto del hierro














Los resultados de los análisis del nitrógeno fi-
jado y los aminoácidos sintetizados se confirma-
ron en las dos formas de cultivo.
Resultados
Estirpes Con Fe+2 Con Fe0
24APV +
+ 40AM peso seco
de células 2,20 g/l 3,86 g/l
22APV N total
fijado 8,973 ng/ml 15,557 ng/ml
DSM +
+ 40AM ácido
glutámico 656 ng/ml 1.757 ng/ml
DSM +
+ 590CECT lisina 559 ng/ml 1.194 ng/ml
DSM +
+ 590CECT metionina 40 ng/ml 95 ng/ml
Este procedimiento es de interés en las siguien-
tes aplicaciones:
1. En medios de cultivo destinados al creci-
miento de microorganismos filadores de N2.
2. Biośıntesis de aminoácidos.
3. Biośıntesis de protéınas.
4. Biośıntesis de alginatos.
5. Producción de Biofertilizantes.
El hierro reducido era de la marca Merck de
una pureza mı́nima del 99,5%.
Las ventajas a que dan lugar el empleo del Fe
reducido sobre el Fe ionizado son las siguientes:
1. Mayor fijación de N2 atomosférico
2. Mayor poder de reducción para la
biośıntesis de amoniaco.
3. Mayor biomasa celular en menor tiempo,
acelerándose los procesos metabólicos de la
célula.
4. Biośıntesis de amoniácidos esenciales en
mayor concentración.
5. Mayor y mejor poder de esos microorganis-
mos como biofertilizantes.
6. Mayor concentración de nitrógeno orgánico
e inorgánico procedente de la biośıntesis.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de activación microbiologica
en la fijación de nitrógeno caracterizado porque
microorganismos fijadores de nitrógeno se culti-
van en incubadoras orbitales, a una temperatura
de al menos 30◦C, con una velocidad mı́nima de
160 rmp y durante un tiempo superior a 160 ho-
ras, utilizando como sustrato un medio de cul-
tivo, que contiene una concentración salina y un














hierro en forma reducida.
2. Un procedimiento según reivindicación 1,
caracterizado porque los cultivos celulares se
sumergen en el medio de cultivo durante al me-
nos 50 horas, a una temperatura sobre 30◦C y en
los que se hace pasar aire estéril en una cantidad
alrededor de 160 l/h.
3. Un procedimiento según reivindicaciones
1 y 2, caracterizado por la utilización como
cultivos celulares de microorganismos los de los
géneros Azotobacter y/o de Azospirillum.
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A ES-A-475500 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS)
* Página 3, ĺıneas 1-19; página 4, ĺıneas 1-9 *
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